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PRESENILINE 1 

5 

La presente invention concerne le domaine des modeles animaux transgeniques et 
plus particulierement, les modeles animaux de la maladie d' Alzheimer. L'invention se 
rapporte a un animal transgenique exprim ant une form e multi -mutee de la prese niline 

1 et permettant de detecter un phenomene apoptotique dans un tissus peripherique 
10 renouvelable. 

La maladie d'Azlheimer (AD) est une maladie neurodegenerative progressive qui 
affecte une large proportion de la population agee. Cette maladie est caracteris<§e sur 
le plan clinique par une perte de la memoire et un declin des fonctions cognitives, sur 
le plan neuropathologique par la presence dans le cerveau de depots neurofibrillaires 
15 intracellulaires et de depots extracellulaires du peptide p-amyloide (Ap) formant les 
plaques amyloYdes (Yanker et ah, 1996) ainsi qu'une perte neuronale prononcee. A 
ces signes s'ajoutent un nombre important d'autres changements anormaux incluant 
une alteration des mecanismes de protection contre les radicaux libres.. 

Les plaques amyloTdes sont majoritairement composees des peptides Ap a 40 ou 42 
20 residus qui sont generes lors du processus proteolytique de la proteine precurseur du 
peptide p-amyloide (APP). Les depots extracellulaires de Ap sont tres specifiques de 
TAD et des desordres associes. lis represented la caracteristique precoce et invariable 
de toutes les formes de TAD, incluant les formes familiales (FAD). Les FAD 
apparaissent de maniere relativement precoce (entre 40 et 60 ans) et sont dues a des 
25 mutations dans le gene de l'APP dans 5 % des cas de FAD avec six mutations faux- 
sens simples ou doubles identifiees; dans le gene de la preseniline 1 (PS 1) dans 50 a 
70 % des cas de FAD avec plus de 40 mutations differentes identifiees jusqu'a 
present; et dans le gene de la preseniline 2 (PS 2) dans des cas plus rares de FAD avec 

2 mutations faux-sens decrites (pour revue voir Price et Sisodia, 1998). Des mutations 
30 dans ces trois genes ont ete demontrees comme induisant des changements dans la 
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proteolyse de TAPP, qui conduisent a une surproduction de Ap, specialement de la 
forme longue A(342, et a l'apparition precoce de la pathologie et des symptomes 
similaires a ceux des formes^sporadiques deJ'AD. 

Dans les modeles animaux transgeniques decrits jusqu'a present la symptomatologie 
5 de perte neuronale compaycablg ,a I'AEJl est v £xprimee„ uniqugme;nL au jiiyeau des 
neurones ou dans leur entourage direct et en particulier le phenomene d'apoptose 
(Chiu et al., 1999). Cependant, ces modeles presentent plusieurs inconvenients dont 
notamment la necessite d'elever un tres grand nombre d'animaux le plus souvent sur 
des periodes de temps longues, pouvant aller jusqu'a 24 mois, afin de suivre la mise 
10 en place des symptomes de TAD, le sacrifice systematique des animaux pour Tetude 
de la pathologie et ainsi des protocoles experimentaux particulierement fastidieux et 
couteux. 

II n'existe done pas de modele animal de FAD permettant* de mesurer les«symptomes, 
et en particulier, les phenomenes de mort cellulaire associes a TAD dans des tissus 
15 peripheriques. 

La presente invention resulte done^de^la^reeherehe^d'unwiiouy.eaujtmodele animal 
representatif de la neuropathologie permettant de mesurer les symptomes associes a 
TAD et en particulier Tapoptose, dans des tissus peripheriques. 

Un premier objet de Tinvention conceme done un modele animal transgenique de la 
20 maladie d'Alzheimer exprimant la preseniline 1 multi mutee. 

On entend par animal transgenique tout animal non-humain presentant une 
modification de son genome. La modification du genome peut resulter d'une alteration 
ou une modification de un ou plusieurs genes par "knock-in" ou par "knock-out". 
Cette modification peut etre due a Taction d'agents alterants ou mutagenes classiques 
25 ou bien effectuee par mutagenese dirigee, comme cela est decrit dans Materiels et 
Methodes. 
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La modification du genome peut egalement resulter d'une insertion de gene(s) ou de 
remplacement de gene(s) dans sa (leur) forme sauvage ou mutee. 

Les modifications du genome sont avantageusement effectuees sur des cellules 
souches reproductrices et preferentiellement sur les pronuclei. 

5 Dans le cadre de la presente invention, le modele animal est avantageusement un 

-manrntifere/ En partrc^ 

selon les techniques classiques de transgenese. A titre d'exemple illustrant Tun des 
procedes de transgenese, on peut citer la methode de microinjection d'une cassette 
d'expression comprenant les genes modifies dans les deux pronuclei fecondes, tel que 

10 cela est decrit dans Materiels et Methodes. 

A cet egard, le modele animal de l'invention est obtenu par injection d'une cassette 
d'expression comprenant un acide nucleique. De maniere preferentielle, cet acide 
nucleique est un ADN qui peut etre un ADN genomique (ADNg) ou un ADN 
complementaire (ADNc). 

15 Dans le cadre du modele de Tinvention, l'ADN code pour tout gene de la PS1 de sorte 
que les cellules du modele animal expriment la proteine multi-mutee. 

La sequence de la proteine PS1 humaine non-mutee a ete decrite par Sherrington et al 
en 1995. On entend par proteine multi-mutee, la proteine PS1 comprenant au moins 
trois mutations combinees ou associees entre elles, c'est-a-dire presentent en meme 
20 temps dans la dite proteine. Selon une mode prefere de Tinvention, l'ADN code pour 
le gene de la PS1 qui comporte 5 mutations (PS1M5). 

Les mutations dans le gene de PS1 peuvent etre Tune des 40 mutations decrites 
jusqu'a present dans la litterature. De maniere preferentielle, les mutations dans le 
gene de PS1 sont M146L, H163R, A246E, L286V, C410Y, I143T, L235P, P264L, 
25 P267S, E317G, G384A, L392V, A426P et/ou P436S. Elles sont en combinaison 
partielle les unes aux autres. 
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Pour la realisation d\in modele selon l'invention, les mutations M146L, H163R, 
A246E, L286V, C410Y, combinees entre elles, sont preferees. 

Dans le cadre du, modele de l'invention, TADN est place sousJe controle de sequences 
permettant son * expression et en particulier de sequences promotrices de la 
5 transcription. 



HMG (Gautier et al., 1989), ainsi que le promoteur PDGF (Sasahara et al., 1991), le 
promoteur Thy-1 (Luthi et al.,1997) et le promoteur du gene du Prion (Scott et al., 
1992). 

10 Selon une mise en oeuvre particulierement interessante de l'invention, le modele 
animal comprend le gene de la PS1 ay^ttles * mutate 
L286V, C410Y place sous Je controle du«promoteur^HMCj:w 

Le modele animal selon Tinvention est tres*avantagexix«car4ihcon?espond^a un modele 
pratique ^et representatif des phenomenessde^mort cellulaire de^l'AD. En effet, ce 

15 modele presente des^symptomes assoeies«ta 1*!AD dont^notammentvJ'apoptose des 
cellules et le stress oxydatif et permet en plus de mesurer ces symptomes dans les 
cellules des tissus peripheriques renouvelables. II est a noter que le stress oxydatif se 
manifeste egalement dans le cerveau de ces animaux. On doit entendre par tissus 
peripheriques renouvelables, tout tissus presentant un renouvellement de ces cellules 

20 au cours du temps. A titre d'exemple de tissus peripherique renouvelable on peut cite 

la rate, le foie, le sang De maniere preferee, le phenomene apoptotique est mesure 

dansMes^cellules<iu- , sang**et encbrS^l^ pre^ lymphocytes. 
Parmi les lymphocytes, les lymphocytes T sont preferes pour l'invention. 

Aimif*les«resiUtats*deerito transgenique 
25 exprimant la PS1 multi-mutee, developpe des alterations cellulaires retrouvees dans la 
maladie d'Alzheimer et, en particulier, presente une sensibilite accrue a 1'apoptose. Ce 
phenotype n'est d'ailleurs pas observe avec un mutant pathologique naturel simple du 




tces'promotricesT^on ~peut~citer~tout ~ particulierement le promoteur 
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genre M146L. Ce phenotype est obtenu specifiquement avec une forme non naturelle 
regroupant plusieurs mutations, et de preference 5 mutations, individuelles sur le 
meme ADNc. En outre, par l'expression ectopique du transgene grace au promoteur 
ubiquitaire, ce modele permet de detecter un phenomene apoptotique (lie a des 
5 mutations de la maladie d'Alzheimer) dans un tissu peripherique renouvelable. Ce 
modele fournit done une source beaucoup plus pratique de materiel (n'exigeant pas le 
sacrifice^el^animal)^nnettantdoncAm 

De plus, les alterations du metabolisme du Calcium et des radicaux libres observees 
dans ce modele de maniere tres nette sont similaires a 1" augmentation de la latence de 
10 la reponse calciqiie et du stress oxidatif observees chez les patients Alzheimer (Eckert 
et al., 1997 and 1998) ce qui renforce la pertinence de ce modele. 

La presente invention est done egalement relative a 1'utilisation du modele animal, tel 
que decrit precedemment, pour la mise en evidence de composes destines au 
traitement des maladies neurodegeneratives, de preference la maladie d'Alzheimer. 

15 En effet, par ses proprietes avantageuses ce modele permet, en comparaison des 
modeles connus, la mise en evidence de composes particulierement adaptes au 
traitement de TAD, notamment, telle que decrite chez I'homme. 

Ces composes peuvent etre des molecules chimiques, des molecules peptidiques ou 
proteiques, des anticorps, des molecules chimeriques ainsi que des ADNs antisens ou 
20 des ribozymes. 

Les composes mis en evidence peuvent etre utilises comme medicament, tels quels ou 
en association avec un vehicule pharmaceutiquement acceptable afin d'obtenir une 
composition pharmaceutique. H peut s'agir en particulier de solutions salines 
(phosphate monosodique, disodique, chlorure de sodium, potassium, calcium ou 
25 magnesium, etc., ou des melanges de tels sels), steriles, isotoniques, ou de 
compositions seches, notamment lyophilisees, qui, par addition selon le cas d'eau 
sterilisee ou de serum physiologique, permettent la constitution de solutes injectables. 
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Les injections pouvant etre realisee par voie stereotaxique, topique, orale, parenterale, 
intranasale, intraveineuse, intramusculaire, sous-cutanee, intraoculaire, 
transdermique, etc; 

La mise en evidence des composes decrits precedemment repose siir^ la mise en 
5 contact, notamment par une administration telle que par exemple une^injection, du 
modele animal de Tinvention avec un compose ou un melange de composes 
suppose(s) avoir une action et de mesurer ensuite le ou les effet(s) des composes 
notamment au niveau des tissus peripheriques du modele sur les differents 
changements biochimiques et/ou histologiques comme par exemple ceux decrits dans 
10 les parties Methodes et Resultats dont Tapoptose, le taux de calcium intracellulaire, le 
taux de radicaux libres.... 

Un autre objet de Tinvention concerne une cellule extraite du modele.animal tel que 
decrit precedemment ainsi que*son*utilisation pour la mise en evidenee*de*eomposes 
destines au traitement des maladies neurodegeneratives, de preference la maladie 
15 d* Alzheimer. 

La mise en evidence de composesvdecrits^preeedemment repose sur«la misesen contact 
de cellules extraites du modele animal de Tinvention avec un compose ou un melange 
de composes suppose(s) avoir une action et de mesurer ensuite le ou les effet(s) des 
composes au niveau des cellules entieres, dans des homogenats de cellules ou sur une 
20 fraction subcellulaire, sur differents parametres tels que la mort cellulaire, la 
production du peptide A0, production de radicaux libres, etc... 

Les resultats ^decrits darS*" les exemples demontrent les avatffages "du^mSdfeie" de 
Tinvention et supportent clairement Tutilisation de ce modele transgenique comme 
outil de mesure et de suivi*simple et rapide dans le cadre de strategiesvtherapeutiques 
25 telles que notammenfala misg^ujpo^^ ou-d'agents^limitant - 

la mort cellulaire liee a TAD de fa?on plus generate. 
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La presente invention sera decrite plus en detail a l'aide des exemples qui suivent mais 
qui doivent etre consideres comme illustratifs et non limitatifs. 

5 LEGENDE DES FIGURES 

Figured ^_AnaLys£Js^^ Jiumam£j&ezJtes._SQuri . 

PSlwt, PS1M146L et PS1M5. Les tissus des souris transgeniques : lymphocytes 

10 (pistes 1-4), rate (pistes 5-8) et cerveau (pistes 9-12), ont ete lyses et analyses par 
immunoblot en utilisant un anticorps specifique pour la sequence humaine de PS1 
(epitope dans la region N-term de PS1). L'holoproteine PSl(approx. 50kDa) ainsi 
que le fragment N-terminal sont observables. L'expression du transgene est 
observable pour les trois transgeniques. II y a absence de clivage endoproteolytique 

1 5 pour la proteine PS 1 M5. 

Figure 2 : Apoptose accrue des lymphocytes issus de souris transgeniques 
PS1M146L et PS1M5 en conditions basales. Les taux d'apoptose en condition basale 
ont ete mesures dans des lymphocytes dissocies. Les lymphocytes PS1M5 montrent 
un taux d'apoptose plus eleve par rapport a PSlwt (*, p< 0.05) ou aux temoins 
20 littermates , non transgeniques, (**, p< 0.05)). II en est de meme pour les 
lymphocytes PS1M146L par rapport aux controles littermates (+, p< 0.05) 

Figure 3 : Apoptose apres 2.5h d'incubation de lymphocytes issus de souris 
transgeniques. Apres 2.5h d'incubation , les lymphocytes PS1M5 montrent un taux 
d'apoptose significativement plus eleve (***, p< 0.001) par rapport a PSlwt , 
25 PS 1 M 1 46L ou aux controles non transgeniques (littermates) 

Figure 4 : Apoptose induite par traitement au deoxy-ribose de lymphocytes issus de 
souris transgeniques. Apres induction au deoxy-D-ribose (lOmM), les taux 
d'apoptose sont significativement plus eleves dans le groupe PS1M5 que dans les 
autres groupes (**,p< 0.01 vs PSlwt et PS1M146L ; ***, p<0.001 vs littermates). 
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Figure 5 : Apoptose induite par traitement au peroxide d'hydrogene de lymphocytes 
issus de souris transgeniques. Apres induction au peroxide d'hydrogene (lmM), les 
taux d'apoptose sont significativement plus eleves dans le groupe PS1M5 que dans 
les autres groups (***, p< 0.001). II n'y a aucune difference entre*les*autres«groupes.. 

5 Figure 6 : Apoptose induite par traitement^ la, dexam^thasone^de lymphocytes Jssi^ 
de souris transgeniques. Apres induction a la dexamethasone (10~ 7 M), les taux 
d'apoptose sont significativement plus eleves dans le groupe PS1M5 que dans les 
autres groupes (*, p<0.05 vs PS1M146L et littermates ; **,p< 0.01 vs PSlwt). II n'y a 
aucune difference entre les autres groupes. 

10 Figure 7 : Augmentation des niveaux de radicaux libres dans les lymphocytes de 
souris transgeniques PS1M5. Les niveaux des espeees radicalaires oxygenees 
(Reactive Oxygen Species) ont ete mesxires dans les lymphoeytps^de ^souris par 
cytometric de flux (Rhodaminel 23) et exprimes en intensitermoyenne detfluorescence 
(MFI). Les taux de ROS sont significativement plus eleves dans les lymphocytes de 

15 souris transgeniques PSIMSpar rapport aux autres grqupes«4*, p<0-05 vs^PSlwt; 
**,p<0.01 vs littermates). 

Figure 8 : Mobilisation accrue de calcium intracellulaire dans les lymphocytes de 
souris transgeniques PS1M5. Les niveaux de [Ca 2+ ]i ont ete determines en 
conditions de repos (basal) Les niveaux de calcium intracellulaire sont plus eleves 
20 dans les lymphocytes de souris transgeniques PS1M5 que dans les autres groupes. II 
n'y a aucune difference entre les autres groupes. 

Figure 9 : Reponse calcium intracellulaire accrue apres stimulation au PHA dans les 
lymphocytes de souris transgeniques PS1M5. La difference entre niveaux de [Ca 2+ ]i 
apres et avant^stimulation*mitogenique-au*PHA (15microg/ml) a ete representee^ Les 
25 lymphocytes de souris^transgeniques*PSTM5> repondent%plus**fortement au stimulus 
que les autres groupes (p< 0.01). II n'y a aucune difference entre les autres groupes. 
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Figure 10 : Latence de la mobilisation de calcium intracellulaire plus lente dans les 
lymphocytes de souris transgeniques PS1M5 et PS1M146L. L'intervalle de temps 
pour atteindre le pic de[Ca 2+ ]j apres stimulation mitogenique au PHA est plus eleve 
dans les lymphocytes de souris transgeniques PS1M5 (**, p< 0.05 vs PSlwt et 

5 littermates) ainsi qu'a un moindre degre pour les souris transgeniques PS1M146L (*, 
p<0.05 vs PSlwt). II n'y a aucune difference entre souris PSlwt et controles non 

transgeniques (littermates), 

Figure 11 : Effet des mutations humaines de PS1 dans le cerveau des souris 
transgeniques sur les mecanismes de protection des radicaux libres. A) Niveaux 
d'activite de l'enzyme super oxyde dismutase, SOD. B) Niveaux d'activite de 
Tenzyme glutathion reductase. QNiveaux de peroxydation lipidique apres 
stimulation au FeCb. Une baisse significative des mecanismes de detoxification des 
radicaux libres (SOD et GR) est observee dans le cerveau des souris transgeniques 
PS1M5 (*, p< 0.05 vs PSlwt ; **, p<0.05 vs PS1M146L) avec une tendance a la 
diminution dans les souris PS1M146L. Reciproquement, les niveaux de peroxydation 
lipidique stimulee (due a la presence de radicaux libres) est augmentee chez les souris 
PS1M5. 
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MATERIEL ET METHODES 

20 1. Mutagenese de Presenilinel-PSl 

L'ADNc de PS1 humain contenant un consensus Kozak au niveau de l'ATG initial, a 
ete precedemment decrit (Pradier et col. 1999). La mutagenese de PS1 a ete effectuee 
en utilisant le kit de mutagenese in vitro SculptorTM (Amersham, France). La region 
codante de PS1 a ete sous-clonee dans le vecteur Bluescript (Stratagene) et un ADN 
25 simple brin prepare. Les 5 mutations utilisees dans le cadre de Tinvention, ont ete 
introduces a Taide d'oligonucleotides contenant les mutations souhaitees suivant les 
instructions du fournisseur : 
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M146L, 5 ' GAGGATAGTCG*TGACAACAAT y ; SEQ IDN°1 

H163R, 5 ' AAGCCAGGCC*TGGATGACCTT y ; SEQ ID N°2 

A246E, 5 ' GATGAGCCAT*GCAGTCCATTG 3 '; SEQ ID N°3 

L286V, y GGAaTAAAT(^*GAGX:TQi>AAA 3 '; SEQ ID N°4 

~5 C4T0Y7^GG€TAO3A^^ 

le * denote la position de la mutation nucleotidique introduite sur le brin 
complementaire. Pour obtenir la construction contenant les cinq mutations combinees 
(PS1M5 pour multimutant5), cinq mutageneses successives ont ete effectuees. 
L'ensemble* de la sequenee^de4'ADNc de PSl-a ete verifiee~a ehaque mutagenese 
10 pour garantir Tabsence de mutations non souhaitees. 

2. Generation et identification des souris transgeniques 

Pour la construction des transgenes, lesADNc de PS1 wild type,- -PS1M146L et 
PS1M5 ont ete sousclones dans les sites de restriction Smal/BamHI du multisite de 
clonage*du vecteur- d 5 expression* transgenique HMG* (Czech et -col**, 1997). Les 

15 ADNc sont sous le controle du promoteur partiel HMG-CoA reductase qui permet 
une expression ubiquitaire du transgene. Pour la microinjection, la cassette 
d'expression a ete purifiee par electrophorese sur gel apres restriction avec Tenzyme 
NotI pour eliminer les sequences non importantes du vecteur. Le transgene purifie a 
ete repris a la concentration finale de 2.5 ng/microl en 10 mM Tris-HCl (pH 7.4), 0.1 

20 mM EDTA et injecte dans Tun des deux pronuclei d'ovocytes fecondes de souris. 
Les embryons survivants sont transplants dans Toviducte d'une mere adoptive. La 
presence*duetransgene<a ete analysee par PCR et Southern. La PCR a ete effectuee en 
utilisanfrdesroligc)nuGleotides *speGifiques de la sequence de PS1 humain presentant les 
sequences SEQ ID N°6 5 -TAA TTG GTC CAT AAA AGG C- 3 ' et SEQ ID N°7 y - 

25 GCA CAG AAA GGG AGT CAC AAG- 3 generant un fragment d'amplification de 
550 pb. Pour Fanalyse de Southern, un fragment Pstl-Sall de 1.2 kb, correspondant 
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au premier intron de la cassette cP expression HMG a ete marque au alpha-P 32 et 
utilise comme sonde pour la detection du transgene et du gene HMG-CoA reductase 
endogene. Grace a cette demiere analyse, Tabsence de tout rearrangement majeur ou 
deletion au sein du transgene peut etre garantie. Les souris ont ete elevees 
5 conformement aux regies fran?aises d'entretien des animaux. 

3. Immunoblot 

Le tissu cerebral et la rate de souris transgeniques (PSlwt, PS1M146L et PS1M5) et 
de souris controles non transgeniques (littermate) a ete homogeneises sur de la glace 
dans une solution de sucrose 0.32 M contenant des inhibiteurs de protease 

10 (Complete™, Boehringer-Mannheim, Allemagne). Les debris cellulaires ont ete 
elimines par centrifugation a 4°C pendant 5 min a 1500g. Les lysats de lymphocytes 
ont ete prepares de la meme fa$on a partir de la fraction de cellules purifiees. La 
concentration en proteine dans le sumageant a ete mesure a Taide du test de proteine 
BCA (Pierce, USA). Pour la detection de PS1, 25 ^g d'extrait proteique ont ete 

15 incubes a 56°C pendant 20 min dans du tampon de depot Laemmli contenant de 
Puree 8M et du dithiothreitol 50 mM. Les proteines ont ete fractionnees par 
electrophorese sur gel polyacrylamide (SDS-PAGE). Apres transfert des proteines sur 
filtre de nitrocellose (Amersham, France), le filtre a ete chauffe dans du PBS pendant 
5 min afin d'augmenter la sensibilite et immediatement sature avec 5% (w/V) de lait 

20 ecreme en poudre dans du TBST 50mM Tris-HCl pH 8.1, 150 mM NaCl, 0.05% 
(V/V) Tween 20 pendant lh et incube la nuit a 4°C avec l'anticorps (Ac) primaire 
anti-PSl humain, MAB1563 (Chemicon, USA), dilue au 1/10000 en tampon TBST 
seul. La liaison de PAc a ete detecte avec un Ac-anti IgG conjugue a la peroxidase de 
Raifort (Amersham, France) suivi d'un systeme de detection par chemiluminescence 

25 (Amersham, France) selon les instructions du fabricant. 

4. Preparation des lymphocytes 

Les lymphocytes ont ete prepares a partir de rate de souris fiaichement dissociee. La 
rate est homogeneisee en tampon RPMI puis Thomogenat est passe a travers un filtre 
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10 microns. L'homogenat cellulaire est lave plusieurs fois par centrifugation et 
resuspension. Apres lyse des erythrocytes presents, le nombre de cellules est 
determine par compjtge; aiMnicroscope. 

Pour obtenir les lymphocytes T, les cellules B ont ete contre-selectionnees par 
5 fixation sur des billes magngtiqjies portant des antjQorps anti-cellules B (Dynabeads 
Mouse pan B, Dynal, Norvege) et separation des billes. Les cellules restantes sont a 
plus de 80% des lymphocytes T (CD3 positives) comme determine par analyse par 
cytometric de flux. 

5. Mesure de l'apoptose 

10 Pour determiner le contenu en ADN en phase Gl, qui definit le pourcentage de 
cellules apoptotiques, apres traitements aux differents temps, les lymphocytes sont 
separes par centrifugation et leswculots^cellulaires*»repris en*tampon de lyse ( 0.1% 
citrate de sodium, 0.1% Triton X-100) contenant 50 |xg/mhde«iodure de propidium 
(Sigma, Munich). Les echantillons sont conserves a 4°C pour 1-2 heures*avant 

15 analyse par cytometric de flux (FACSCalibur, Benckton*»DrGkinson^;logiQiel Cell 
Quest). La mort cellulaire a ete«induite par difFerents^teaitements^Tdeoxy^D-ribose 
(d-Rib, lOmM), peroxide d'hydrogene (H2O2, 1 mM) et dexamethasone (dex, 10" 7 M) 
pendant 2.5h. La mort cellulaire determinee en absence de traitement a ete definie 
comme apoptose spontannee in vitro. 

20 6. Mesure de calcium intracellulaire 

La fraction de cellules T est reprise en tampon RPMI et incubee en presence de Fura- 
2-AM (Molecular Probe, Leiden, Pays-Bas). L'incubation est terminee par ajout de 
tampon HBSS^et lavage de la suspension par centrifugation plusieurs fois pour 
eliminer le eolorant«du ^milieu. La fraction de cellules T est finalement repmse en 
25 tampon HBSS et conservee sur glace jusqu'a la mesure de calcium intracellulaire. 

La fluorescence Fura-2 a ete mesuree comme precedemment decrit (Eckert et al., 
1993) en utilisant un spectrometre a luminescence SLM-Aminco avec longuexirs 
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d'onde d'excitation a 340nm et 380 nm et d'emission a 510nm. La concentration 
intracellular de calcium [Ca 2+ ]i a ete calculee a partir de la methode des ratios de 
Grynkiewicz comme decrit precedemment (Eckert et col. 1997) en utilisant une 
valeur de Kd de 224 nM. Comme stinmlateur de mobilisation de calcium dans les 
5 lymphocytes, la PHA-P (Sigma, Munich) a ete rajoutee a la concentration de 15 
microgram/ml. 

7. Mesure des radicaux libres 

La production de radicaux libres (ROS) a ete quantifiee par cytometric de flux 
(FACSCalibur, Benckton Dickinson) en utilisant comme revelateur fluorescent la 
10 dihydrorhodamine 123 (DHR, Molecular Probes). Les cellules sont resuspendues 
dans 1 ml de tampon HBSS en presence de DHR (concentration finale lOmicroM) et 
incubees a 37°C pour 15min en bain agitant. La conversion de DHR en son derive 
fluorescent rhodamine 123 est alors quantifiee et exprime en intensite moyenne de 
fluorescence (MFI). 

1 5 8. Preparation du tissu cerebral. 

Les souris ont ete utilisees a Fage de 3-4 mois et sacrifices par decapitation. Les 
cerveaux ont ete preleves et laves extensivement dans du tampon sur glace. Le tissu 
(cervelet inclus) a ete pese et immediatement congele a -20°C. Le tissu a ete 
homogeneise a Taide d'un homogeneisateur Potter-El vehj em dans du tampon Tris- 
20 HC1 a 5 et 20 mM, respectivement, pour obtenir des homogeneat dilue 
(poids/volume) au 1/1 0 e et l/5 e respectivement. 

9. Test d'activite CuZn SOD et glutathion reductase 

Les homogenats de cerveau (1/5 p/v) ont ete centrifuges a 8.500xg pendant lOminutes 
a 4°C. Le surnageant a ete utilise pour mesurer les activites SOD et glutathion 
25 reductase (GS). L'activite SOD a ete mesuree a Taide d f un kit du type SOD-525 
(Calbiochem, Allemagne). Ce kit utilise un reactif specifique (Rl) qui subit une auto- 
oxidation alkaline qui est acceleree par la superoxide dismutase. Un deuxieme reactif 
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(R2) est utilise pour elimirier les interferences causees par les rnercaptans, comme le 
glutathion. Une unite d'activite SOD-525 est definie comme l'activite doublant le 
taux d'auto-roxidation de Rl. L'activite GR a ete similairement-dosee a l'aide d'un kit 
specifique (Calbiochem* Allemagne) . Ce kit mesure le taux d'oxidation de NADPH 
5 en NADP+ qui est accompagne d'une diminution d'absorbance a 340 nm qui est 
detectee par spectrophotometrie. Une unite d'activite GR est definit par la reduction 
d-une-micromole-de^GSSG-a^ZS^ pHX6. 

10. Mesure de la peroxidation lipidique (LPO) basale et stimulee dans les tissus 
cerebraux 

10 Les homogenats de cerveau (1/10, p/v) sont incubes en tampon contenant (LPO 
stimulee)^u r paS«^LPO^basale^FeGl3 eHiOO^M pendant^0inw^3*7°C dans un bain 
aqueux agite. . Apres incubation^les>A^ 3000xg pendant 

10 mim Les*s;umag€^ts*sont*uti par 
mesure de-la coneentrationtde malondMdeh&#t(iMD^)*M^ LPO- 

15 586 (Calbioehem)r Ce kife utilise un chromophobe speeifiqueiqui reagit avec le MDA 
a une tempretaure^moderee (45°C) 



EXEMPLES 



20 Exemnle 1 : immunodetection des proteines correspondant aux transgenes 

Des souris transgeniques - PSlwt, PS1M146L et PS IMS (multimutant) ont ete 
generees»Le^transgtee*esfate^ 

reductase, un gene de maintenance qui conferre une forte expression ubiquitaire 
25 incluant le cerveau (Gautier et al., 1989, Czech et col. 1997 et 1998). Une analyse des 
niveaux d'expression des transgenes (PS1 hurnaine) a ete effectuee sur les tissus de 
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rate et de cerveau ainsi que sur la fraction de cellules lymphocytaires a Faide d'un 
anticorps specifique de la sequence de PS1 humaine ne reconnaissant pas 
Thomologue de souris (Figl). Dans le cerveau (Figl, pistes 9-12), le fragment N- 
terminal de PS1 est Tespece preponderate avec des niveaux plus eleves pour la 
5 PS1M146L comparee a PSlwt. Pour PS1M146L, Tholoproteine (proteine complete, 
approx. 50 kDa) est detectable demontrant une saturation du processus 

dlendoprol^Lyse^^orte^xpressionJe PSLcomme^ Par-contre, — 

pour PS1M5, le multimutant, il y a une absence totale d'endoproteolyse et seule 
l'holoproteine est detectable. Des resultats similaires ont ete observes dans la rate et 

10 les lymphocytes avec des niveaux d'expression variables mais detectables dans tous 
ces tissus. 



Exemple 2 ; Apoptose spontanee accrue dans les lymphocytes isoles de souris 
transgeniques PS1 multi-mutees. 

15 Cet exemple a pour but de demontrer que les cellules peripheriques du modele animal 
exprimant la PS1 multi-mutee presentent une apoptose spontanee acrue et persistante 
dans le temps. 

Les lymphocytes isoles de souris transgeniques exprimant PS 1 wild type (sans 
mutation) ont le meme niveau d'apoptose basale (2.8%) que les controles non- 
20 transgeniques issus de la meme portee (littermate) (Fig2). Par contre, cette apoptose 
spontanee est fortement augmentee (6%) chez les souris transgeniques exprimant la 
mutation PS 1-M146L ou la multimutation PS1M5. 

De maniere tres interessante, apres culture pendant 2.5 h sans stimulus apoptotique, 
les niveaux d*apoptose spontanee pour les lymphocytes de PS1M5 sont plus eleves 
25 que pour PSlwt ou le simple mutant PS1M146L ou encore les controles non- 
transgeniques (Fig3). 
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Ces resultats demontrent que les cellules de l'animal transgenique de 1'invention et en 
particulier celles des tissus peripheriques (lymphocytes notamment) presentent non 
seulement une apoptose spontanee*plus elevee par rapport aux controles mais 
egalement-qu'elle*persiste*dans le temps?-* 

5 

Exengrte^ -Augment 

dans les lymphocytes issus de souris transgeniques PS1M5. 

Cet exemple a pour but de demontrer que Tapoptose induite par le deoxyribose est 
beaucoup plus forte dans le modele de souris PS1 multi-mutant. 

10 Apres induction par^traitement*aur2-ae0xy-D^nbose*(d-Rib), les niveauxd'apoptose 
sont significativement* plus ^elevesmpojirwleswlymphGicytes transgeniques^PS YM5 que 
pour PS 1 wt , simple* mutantfRS4feM4(46D^ ou les*controles non^transgeniques«^Fig4). 

Cette augmentation* de^l'apQptosej*apres«»induction^demontre - une * ^reponse^accrue 
(sensibilisation) a un stress*ap©pt©tique»due*a Kexpression v de 1 PSl^ multimutante. 
15 Combiner avec une^augmentationiad*^ 

clairement que l'expression transgenique d'une forme multimuteede PS1 entraine une 
bien plus grande sensibilite a Tapoptose dans les lymphocytes 

Exemple 4 : Augmentation de l'apoptose induite par traitement au peroxyde 
20 d'hydrogene dans les lymphocytes issus de souris transgeniques PS1M5. 

Cet exemple a pour but de demontrer que l'apoptose induite par le peroxyde 
d'hydrogene esfrbeaucoup plus forte dans le modele*de souris PS1 multi^mutant. 

Apres stimulation par traitement au peroxide d'hydrogene (H202), les niveaux 
d'apoptose sont significativement plus eleves dans les lymphocytes PS1M5 que pour 
25 les autres transgeniques ou non-transgeniques (p< 0.001, Fig5). U n'y a pas de 
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difference significative entre les lymphocytes transgeniques PSlwt (SI 82) et simple 
mutant PS1M146L ou les controles non transgeniques. 

Cette augmentation de l'apoptose apres induction par un stress different demontre la 
generalite de Thypersensibilite a l'apoptose observee dans ce modele. 

5 

Exemple 5 : Augmentation de l'apoptose induite par traitement a la 
dexamethasone dans les lymphocytes issus de souris transgeniques PS1M5, 

Cet exemple a pour but de demontrer que l'apoptose induite par un traitement a la 
dexamethasone est beaucoup plus forte dans le modele de souris PS1 multi-mutant. 

10 De meme, apres stimulation par la dexamethasone, les niveaux d'apoptose sont 
significativement plus eleves dans les lymphocytes PS1M5 que pour les autres 
transgeniques ou non-transgeniques (p< 0.01, Fig6). II n'y a pas de difference 
significative entre les lymphocytes transgeniques PSlwt et simple mutant PS1M146L 
ou les controles non transgeniques. 

15 Cette augmentation de l'apoptose apres induction par un troisieme stress different 
confirme la generalite de l'hypersensibilite a l'apoptose conferee par 1'expression 
transgenique de PS1 multimutee (mais pas simple mutant). 



Exemple 6 : Augmentation des niveaux de radicaux libres dans les lymphocytes 
20 de souris transgeniques PS1M5. 

Les niveaux de agents radicalaires oxygenes (Reactive Oxygen Species) ont ete 
mesures dans les lymphocytes de souris par cytometrie de flux . Les taux de ROS sont 
significativement plus eleves dans les lymphocytes de souris transgeniques PS1M5 
(p<0.05) par rapport aux autres groupes (Fig7). II n'y a pas de difference significative 
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entre les autres groupes bien qu'une tendance a 1' augmentation des niveaux de ROS 
se dessine entre les controles littermates et les transgeniques PS1 wt et PS1M146L. 

Cette augmentation des niyeaux-de ROS demontre.qu'on peut deteeter en conditions 
basales.dansree modelemne^alteration d'un parametre biochimique (fortement^affecte 
5 dans TAD) qui pourrait soutendreJ'hypersensibiUte l'apoptose. , 

Exenjfite 7~ : Mabilisation accrue de calcium intracellulaire dans4es4ymphoeytes- 

de souris transgeniques PS1MS . 

Parce que Tapoptose est modulee par les niveaux intracellulaires de calcium, ces 
derniers ont ete analyses dans les lymphocytes des souris transgeniques. Au repos, les 
10 niveaux de [Ca 2+ ]j pour les controles et les souris transgeniques PSlwt et PS1M146L 
sont identiques (inferieurs ou egaux a environ 150 nM). Le.multiple-mutant PS1M5 
demontre une legere elevation des taux de basen(superieur.ta ^OO^nM^^ig 8). 

Apres stimulation mitogenique (PHA, 15 microg/ml), les niveaux de calcium 
intracellulaire augmentent^d'approximativement 70nM^dans^les souris controles et 

15 transgeniques PS1 wt et PS lM146Lr(Fig ^). Par contrerpouF les*souris»PS lM5, cette 
augmentation est de 190 nM ce qui est statistiquernent different des autres groupes 
(p< 0.01). Done, non seulement les niveaux de [Ca 2+ ]j sont plus eleves en conditions 
basales, mais la reponse nette a un stimulus est elle-aussi plus importante resultant en 
des niveaux absolus beaucoup plus eleves (400 nM par rapport a 200-220 nM pour les 

20 autres groupes, difference statistiquernent significative). 

De plus par rapport aux controles non transgeniques qui exhibent une response 
calcique tres rapide, la latence pour atteindre le pic de [Ca 2+ ]i apres stimulation au 
PHA>est-fortement*augmentee dans les lymphocytes des transgeniques PS IMS et a un 
momdre degre»pour4es«RSlMM 

25 Les differences des niveaux et cinetiques des reponses calciques dans les lymphocytes 
demontrent line forte alteration des processus de mobilisation des reserves 
intracellulaires de calcium due a Texpression de PS1 multimutant dans ce modele. 
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L'alteration de la cinetique des reponses calciques avait ete demontree precedemment 
dans les lymphocytes des patients AD ce qui renforce la pertinence de ce modele 
animal. 

S Exemple 8 : Etude du metabolisme des radicaux Iibres dans le cerveau. 

Pour confirmer la pertinence par rapport a la maladie d'Alzheimer des deficits 
observes chez les souris transgeniques de l'invention, il a ete recherche si des 
alterations pathologiques etaient identifiables au niveau du cerveau de ces animaux. 
En particulier les mecanismes de protection contre les radicaux libres ont ete analyses 
10 puisque ces derniers sont impliques dans les phenomenes d'apoptose lies aux 
presenilines et qu' une alteration dans les lymphocytes de souris transgeniques PS1M5 
a ete demontree dans l'exemple 6. 

Les anlayses ont ete effectuees sur des animaux de 3-4 mois d'age. Par rapport aux 
souris transgeniques PSlwt, les PS1M146L demontrent une baisse des niveaux 
15 d'activite SOD d'approximativement 20% dans le cerveau (FigllA). Cette 
diminution est encore accentuee chez les transgeniques PS1M5 (-28%, p< 0.05). 

L'activite glutathion reductase est elle aussi significativement diminuee dans le 
cerveau des transgeniques PS1M5 (-27%, p< 0.05). A l'inverse, on note une 
diminution vraiment modeste de cette activite effet modeste chez les transgeniques 
20 PSl-M146L(FigllB). 

Les niveaux de peroxydation lipidique en basal etaient identiques dans tous les 
groupes de souris. Apres stimulation au FeCb, par contre, les niveaux de 
peroxydation lipidique sont accrus dans les transgeniques PS1M5 (+ 20%, Fig 1 1C). 

Chez des jeunes adultes (3-4 mois) transgeniques PS1M5 multimutee, on observe 
25 done un deficit des mecanismes de protection des radicaux libres et parallelement 
une augmentation de la sensibilite a la peroxydation lipidique dans le cerveau. Cet 
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effet correlle parfaitement avec la sensibilite accrue a l'apoptose, les alterations de 
mobilisation de calcium intracellulaire et l'augmentation des taux d'especes 
radicalaires oxygenees observees "dans les -lymphocytes de ces transgeniques qui 
expijment^artificiellement* le -itransgeneiwdans cesandeux^ tissus^Le^deficit^^.des 
5 mecanismes de protection contre les radicaux libres a aussi ete releve ehez les patients 
atteints de la maladie d' Alzheimer, confirmant ainsi la pertinence de ce modele 
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REVINDICATIONS 

1. Animal transgenique exprimant une forme multi-mutee de la preseniline 1 et 
permettant de detecter un phenomene apoptotique dans un tissus peripherique 
renouvelable. 

2. Animal transgenique selon la revendication 1 caracterise en ce qu'il permet de 
detecter un phenomene apoptotique dans ses lymphocytes. 

3. Animal transgenique selon Time des revendications 1 ou 2 caracterise en ce qu'il 
permet de detecter un phenomene apoptotique dans ses lymphocytes T 

4. Animal transgenique selon la revendication 1 , caracterise en ce que les mutations 
dans le gene de la PS1 sont les mutations M146L, H163R, A246E, L286V, C410Y, , 
I143T, L235P, P264L, P267S, E3 17G, G384A, L392V, A426P et /ou P436S. 

5. Animal selon la revendication 4, caracterisee en ce qu'il s'agit des mutations 
M146L, H163R, A246E, L286V, C410Y, combinees entre elles. 

6. Utilisation du modele animal tel que decrit selon les revendications 1 a 5 pour la 
mise en evidence de composes destines au traitement des maladies 
neurodegeneratives, de preference la maladie d' Alzheimer. 

7. Cellule extraite d'un modele animal tel que decrit selon les revendications 1 a 5. 

8. Utilisation d'une cellule telle que decrite selon la revendication 7, pour la mise en 
evidence de composes destines au traitement des maladies neurodegeneratives, de 
preference la maladie d 1 Alzheimer. 
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REVENDICATIONS 



1. Animal transgenique exprimant une forme multi-mutee de la presenilis 1 portant au moins 
trois mutations et permettant de detecter un phenomene apoptotique dans un tissus 
peripherique renouvelable. 

2. Animal transgenique selon la revendication 1 caracterise en ce qu'il permet de detecter un 
phenomene apoptotique dans ses lymphocytes. 

3. Animal transgenique selon Tune des revendications 1 ou 2 caracterise en ce qu'il permet de 
detecter un phenomene apoptotique dans ses lymphocytes T. 

4. Animal transgenique selon la revendication 1, caracterise en ce que les mutations dans le 
gene de la PS1 sont les mutations M146L, H163R, A246E, L286V, C410Y, , I143T, L235P, 
P264L, P267S, E3 1 7G, G384A, L392V, A426P et /ou P436S. 

5. Animal selon la revendication 4, caracterisee en ce qu'il s'agit des mutations M146L, 
H163R, A246E, L286V, C410Y, combinees entre elles. 

6. Utilisation d'un animal selon 1'une des revendications 1 a 5 pour la mise en evidence de 
composes destines au traitement des maladies neurodegeneratives, de preference la maladie 
d'Alzheimer. 

7. Cellule extraite d'un modele animal selon 1'une des revendications 1 a 5. 

8. Utilisation d'une cellule telle que decrite selon la revendication 7, pour la mise en evidence 
de composes destines au traitement des maladies neurodegeneratives, de preference la maladie 
d'Alzheimer. 
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